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RESUMEN
El estudio se realizó con la producción de embriones in vitro del laboratorio In Vitro
Colombia® de 2015. Se analizó la tasa de división embrionaria, la producción de embrio-
nes in vitro (PIV) y la tasa de preñez teniendo en cuenta el tipo de semen utilizado
(sexado y convencional) para la fertilización y la especie bovina (Bos taurus, Bos indicus).
Se analizaron datos de 840 sesiones de aspiración folicular, resultando 127 503 oocitos
puestos en cultivo in vitro provenientes de 5257 hembras. La tasa de división embrionaria
para el semen sexado fue de 69.6% y para el semen convencional de 74.5% (p<0.001). Se
obtuvo 20.8% de PIV para el semen sexado y de 26.5% para el convencional (p<0.001).
El semen sexado de B. taurus se comportó mejor en términos de división embrionaria
que el de B. indicus (71.1 vs. 64.4%) (p<0.001), mientras que el semen convencional de
B. indicus se comportó mejor que el de B. taurus (76.0 vs. 70.3%) (p<0.001). En la PIV, el
semen sexado de B. indicus se comportó mejor que el semen de B. taurus (21.5 y 20.7%,
respectivamente; p=0.008), mientras que con semen convencional la PIV de B. indicus
fue de 28.2% frente a 22.2% de B. taurus (p<0.001). No hubo diferencias significativas
para las tasas de preñez. Se concluye que el uso de semen sexado para la producción de
embriones bovinos in vitro es viable.
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ABSTRACT
The study was carried out with the in vitro embryo production of the In Vitro Colom-
bia® laboratory of 2015. The embryo cleavage rate, the in vitro embryo production (IVP)
and the pregnancy rate were analysed based on the type of semen used (sexed and
conventional) for fertilization and on the bovine species (Bos taurus, Bos indicus). Data
from 840 sessions of follicular aspiration were analysed, resulting in 127 503 oocytes
placed in in vitro culture from 5257 females. The embryonic cleavage rate for sexed semen
was 69.6% and for conventional semen 74.5% (p<0.001). It was obtained 20.8% of IVP for
sexed semen and 26.5% for conventional semen (p<0.001). The sexed semen of B. taurus
performed better in terms of embryonic cleavage than that of B. indicus (71.1 and 64.4%,
respectively (p<0.001), whereas the conventional semen of B. indicus performed better
than B. taurus (76.0 and 70.3%, respectively, p<0.001) In the IVP the sexed semen of B.
indicus performed better than the semen of B. taurus (21.5 and 20.7%, respectively,
p=0.008), whereas with conventional semen the IVP of B. indicus was 28.2% compared to
22.2% of B. taurus (p<0.001) .There were no significant differences for pregnancy rates.
It is concluded that the use of sexed semen to produce in vitro bovine embryos is viable.
Key words: ovum pick-up; OPU; embryo transfer; sexed semen; in vitro embryo production
INTRODUCCIÓN
El ciclo reproductivo natural en el bovi-
no conduce al nacimiento de una cría por año
en el mejor de los casos. Para mejorar la efi-
ciencia reproductiva de animales de alto mé-
rito genético se utilizan técnicas de reproduc-
ción asistida (Plourde et al., 2012). A media-
dos de la década del 80, la única tecnología
de embriones que se aplicaba en la práctica
para la multiplicación de la hembra bovina
era la superovulación y transferencia de em-
briones (Multiple Ovulation and Embryo
Transfer - MOET). Pronto se hizo evidente
que esta técnica tenía límites y que podían
desarrollarse otras técnicas para la produc-
ción de embriones requeridos por la industria
ganadera. Con el tiempo se consideró la idea
de aprovechar la cantidad de oocitos presen-
tes en los ovarios (Galli y Lazzari, 2008). De
esta forma, la fecundación in vitro (FIV)
surgió como una alternativa a la
superovulación y se ha convertido en la téc-
nica de elección para la producción de em-
briones bovinos, especialmente en razas de
Bos indicus (Viana et al., 2012).
Las tecnologías de reproducción asisti-
da en animales de granja han sido utilizadas
con éxito en todo el mundo, aumentan la im-
portancia de las hembras en programas de
mejoramiento genético y desempeñan un pa-
pel importante en la mejora de la precisión e
intensidad de la selección de rasgos cuantita-
tivos en vacas lecheras (Guerreiro et al.,
2014). En condiciones normales de reproduc-
ción, la probabilidad de obtener hembra o
macho es de 50%, pero en las fincas gana-
deras de producción de leche se busca tener
mayores nacimientos de hembras, pues los
machos tienen un retorno monetario mínimo
para el productor (Barceló-Fimbres et al.,
2011; Jo et al., 2014).
Es posible y económicamente viable la
combinación del uso de semen sexado y la
fecundación in vitro, ya que predeterminan-
do el sexo del embrión se logrará una mayor
eficiencia, especialmente en ganadería de le-
che (Barceló-Fimbres et al., 2011) al
obtenerse más frecuencia de hembras
(Rasmussen et al., 2013). Hinde et al. (2014)
encontró, además, que el promedio de pro-
ducción de lactancia era más alto en la se-
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gunda lactancia cuando las vacas gestaban
una cría hembra.
El objetivo de este trabajo fue presen-
tar datos de producción de embriones in vitro
a gran escala, basado en el trabajo de campo
y el laboratorio de In Vitro Colombia®, con el
fin de analizar la eficiencia del semen sexado
en la producción de embriones in vitro y por
medio de los promedios de producción com-
parar los resultados entre Bos indicus y Bos
taurus sobre división embrionaria, producción
de embriones y tasa de preñez.
MATERIALES Y MÉTODOS
Los datos fueron tomados por el labo-
ratorio In Vitro Colombia® durante 2015, en
varias zonas del país, donde se realizaron 840
sesiones de aspiración folicular, de las cuales
se obtuvieron 127 503 oocitos puestos en cul-
tivo de 5257 hembras bovinas de diferente
condición racial y categoría reproductiva. Las
donadoras fueron seleccionadas según el in-
terés del productor en cuanto a característi-
cas productivas fenotípicas y genéticas in-
trínsecas de cada explotación. La edad de
los animales fue variable.
Las variables objetivo de comparación
fueron las tasas de división embrionaria, la
producción de embriones y la tasa de preñez.
La información se filtró de acuerdo a las va-
riables a comparar (especie [Bos indicus,
Bos taurus], tipo de semen [convencional,
sexado]) y para el caso de la preñez se utili-
zaron los datos de embriones transferidos que
tuvieron resultado de diagnóstico de gesta-
ción.
Donadoras
Las donantes de oocitos fueron anima-
les libres de enfermedades reproductivas
transmisibles, en condición corporal acepta-
ble (mínimo 3, en escala de 1-5). Los anima-
les seleccionados no estaban gestantes o te-
nían máximo 120 días de gestación al mo-
mento de la aspiración folicular. Las donan-
tes en este estudio se sometieron a la aspira-
ción folicular sin sincronización previa de la
onda folicular.
Semen
El semen que se utilizó en los procesos
de fecundación in vitro provino de casas co-
merciales nacionales e internacionales y po-
seen entre 2 y 10 millones de espermatozoides
en el caso de semen sexado y entre 10 y 40
millones de espermatozoides en el caso de
semen convencional. La calidad y concen-
tración del semen fue evaluada en el labora-
torio por el técnico encargado de la fecunda-
ción in vitro (datos no presentados en este
trabajo).
Se trabajó con hembras bovinas Bos
indicus (Brahman, Guzerat, Gyr, Nelore) y
Bos taurus (Simmental, Holstein, Angus,
Blonde Dáquitania, Piemontese, Ayrsrhire,
Charolais, Braunvieh, Jersey, Limousin, Nor-
mando, Pardo Suizo, Rojo Alemán, Wagyu).
Aspiración Folicular (OPU)
La aspiración folicular se llevó a cabo
según la técnica descrita por Seneda et al.
(2001). Los complejos de oocitos-cúmulos
fueron clasificados de la siguiente forma:
Grado 1) más de tres capas de material com-
pacto de células del cúmulo; Grado 2) al me-
nos una capa de células del cúmulo; Grado
3) desnudo; Grado 4) atrésico, con células
cúmulos oscuras y signos de degeneración
citoplasmática (Seneda et al., 2001). Los
oocitos atrésicos se descartan y los demás
(Grados 1, 2 y 3) se utilizan en el proceso de
producción de embriones in vitro (PIV).
Fertilización y Producción de Embriones
in vitro
Los oocitos recuperados fueron some-
tidos al tratamiento propuesto por Pontes et
al. (2011). El material aspirado se filtró in-
mediatamente a través de un filtro EmCon
con solución salina tamponada con fosfato
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(PBS-Nutricell, Brasil) suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 5%. Antes de la
maduración in vitro (MIV), los complejos del
cúmulo del oocito (COC) se lavaron tres ve-
ces con TCM-199 HEPES (Gibco Life
Technologies, EEUU) suplementado con SFB
al 10% y sulfato de gentamicina 50 g y una
vez en bicarbonato TCM-199 (Gibco Life
Technologies) (Pontes et al., 2011) suplemen-
tado con SFB al 10%, 5 g de hormona
luteinizante (LH, Ayerst, EEUU), 0.5 g hor-
mona folículo estimulante (FSH - Folltropin,
Vetrepharm, Canadá), 1 g de estradiol (17β
estradiol, Sigma E-8875), 2.2 g de piruvato
(Sigma P-4562) y 50 g de gentamicina/ml de
medio.
Los COC de cada categoría se cultiva-
ron por separado para 24 h en 100 L gotas
de medio de maduración bajo Petróleo mine-
ral (D’Altomare, Brasil) en 39ºC con CO2 al
5% (Gordon, 1994; Smith et al., 1996). Para
la FIV, dos pajillas se descongelaron durante
20 segundos en baño de maría a 35 °C. El
semen fue lavado y centrifugado a través de
un gradiente 90 - 45% de Percoll a 200 g
durante 30 min. El esperma fue capacitado
usando heparina (30 g/ml) y la motilidad fue
estimulada por la adición de 40 µl/ml de fac-
tores de motilidad espermática y pemicilamida
(PHE) (Bavister, 1989). La concentración de
esperma se ajustó a 25x106 espermatozoides
vivos/ml, y cada gota de fertilización recibió
4 µl de esperma (concentración final 100x103
células por gota) (Seneda et al., 2001).
Después de la maduración, los COC se
lavaron tres veces en el medio de pre-fertili-
zación de TCM-199 suplementado con
HEPES 25 mM y albúmina sérica bovina
(BSA) al 0.3% (Sigma A-9647) y una vez en
medio de fertilización TALP suplementado
con 10 g/ml de heparina y 160 µl de solución
PHE (Parrish et al., 1986, 1988). Después
de la FIV, los oocitos y los COC se transfi-
rieron a gotas de 100 µl de medio de cultivo
para embriones, un fluido sintético modifi-
cado del oviducto, SOFaa BSA, conteniendo
8 mg/ml de BSA (Sigma, EEUU) libre de áci-
do graso y glutamina 1 mM. Permanecieron
en este medio entre 5 y 8 días. Este paso se
realizó bajo condiciones de misma temperatura
y ambiente gaseoso. La osmolaridad se mantu-
vo en 270 -280 mOsmol y el pH fue de 7.4.
El semen para la FIV se separó en
Percoll 90 al 45% y se centrifugó (200 g)
durante 30 min, antes de ajustarse para obte-
ner una concentración final de 100x103
espermatozoides viables por gota. La FIV se
llevó a cabo durante 18 h a 39 ºC en una at-
mósfera de CO2 al 5% en aire. Después de
la fecundación, las estructuras se lavaron y
se transfirieron a 100 µl de medio fluidizado
de oviducto sintético modificado y se cubrie-
ron con aceite mineral. El medio de cultivo
se renovó para cada micropozo después de 3
y 5 días (alimentación), y después de 6 días
fue llevado a la granja para transferir los
embriones a las vacas receptoras (Perez et
al., 2016).
Los embriones se clasificaron de acuer-
do con los criterios IETS (Wright, 1998). Solo
se consideraron embriones de grado I o II
para transferir (embriones de mórula y
blastocistos de 6 y 7.5 días de desarrollo). La
calidad embrionaria, el número de células
embrionarias de la masa celular interna y
trofoectodermo, incidencia de apoptosis, ca-
pacidad de eclosión, anormalidades
cromosómicas y expresión de genes especí-
ficos, han sido aceptados extensamente como
determinantes de la calidad embrionaria
(Sugimura et al., 2017).
Sincronización de Receptoras
La evaluación de la receptora para es-
tablecer su estado reproductivo y sanidad se
hizo con ayuda de un equipo de ultrasonido
(Mindray DP 50 y transductor lineal de 7.5
MHz). Los animales seleccionados se some-
tieron a un protocolo de sincronización de
estro hormonal, usando un dispositivo de
progesterona intravaginal de liberación lenta
de 0.5 g (Calier-Syntex) por 7 u 8 días,
benzoato de estradiol de 1 mg/ml (Calier-
Syntex), cloprostenol 0.075 mg/ml y
gonadotropina coriónica equina Novormon
(Calier-Syntex) (ver Figura 1).
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Transferencia de Embriones
La transferencia de embriones se reali-
zó a los 17 días de haber iniciado el protocolo
de sincronización (Nasser, 2004), previa de-
tección de un cuerpo lúteo mayor a 16 mm
mediante ultrasonografía transrectal (Mindray
DP 50 y transductor lineal de 7.5 MHz).
Para la transferencia, se aplicó aneste-
sia epidural (4 ml de lidocaína) a la recepto-
ra, se limpió la zona perivulvar y el embrión
fue colocado en la parte más distal del cuer-
no uterino ipsilateral al cuerpo lúteo resultan-
te del protocolo. Los embriones de mórula y
blastocistos de 6 a 7.5 d posfecundación fue-
ron transferidos individualmente a cada re-
ceptora (Pontes et al., 2011).
Diagnóstico de Gestación
El diagnóstico de gestación se hizo a los
35-60 días de la transferencia de embriones,
mediante ecografía sobre el útero de la re-
ceptora. Se identificó la presencia de vesícu-
la gestacional y se corroboró la fetocardia
positiva utilizando un ultrasonido modo B
Mindray DP 10 con transductor de 7.5 mHz.
Evaluación Estadística
Se evaluó la tasa de clivaje o división
embrionaria, la producción de embriones y la
tasa de preñez según el tipo de semen utiliza-
do y entre B. taurus vs. B. indicus.
Los datos obtenidos de los procedimien-
tos de aspiración folicular (oocitos que en-
tran a la maduración in vitro), de la división
embrionaria y la tasa de preñez se analizaron
utilizando el programa estadístico Minitab 16®.
En el caso de las variables de tipo categórico
se realizó una comparación de proporciones:
número de oocitos puestos a cultivo con la
división embrionaria o clivaje y los embriones
obtenidos. En el caso de la tasa de preñez se
comparó la cantidad de embriones transferi-
dos con los datos de preñez. El programa
Minitab 16® aplica la prueba de Fisher para
establecer si hay diferencia entre las propor-
ciones.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Se entiende como principio que el desa-
rrollo embrionario depende completamente de
la integridad y del criterio de selección del
oocito para la fertilización (Morotti et al.,
2014). En general, la producción de embrio-
nes y la tasa de división embrionaria en el
semen convencional se comportó mejor que
el semen sexado, teniendo valores
significativamente más altos.
Inaba et al. (2016) señalan que no ob-
tuvieron diferencia significativa comparando
los tipos de semen en la división de embrio-
nes ni en la producción de embriones in vitro.
Por otro lado, Barceló-Fimbres et al. (2011)
plantean que las diferencias obtenidas por el
tipo de semen en la división embrionaria pu-
dieron deberse a la cinética de penetración,
que puede estar afectada por el procedimiento
de sexaje del semen. Así mismo, Lonergan y
Fair (2008) creen que un factor fundamental
para este parámetro tiene que ver con la ca-
Figura 1. Protocolo de sincronización para transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF) 
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lidad del oocito, aspecto que no se evaluó en
este estudio. Mejía (2010) reportó que la
movilidad de los espermatozoides en el se-
men de toros Bos indicus se afecta menos
que el semen de toros Bos taurus por el pro-
ceso de sexaje.
Si bien se describe que la técnica de
sexaje del semen afecta la competencia
espermática y la habilidad de desarrollo em-
brionario al alterar componentes de la mem-
brana celular (Inaba et al., 2016), algunos tra-
bajos reportan que no existe una diferencia
en las tasas de desarrollo de blastocisto usan-
do semen sexado (Lu y Seidel, 2004; Zhang
et al., 2003; Carvalho et al., 2010).
Blondin et al. (2009) obtuvieron mayor
división embrionaria, pero menores tasas de
blastocisto usando semen sexado. Las dife-
rencias pueden atribuirse a cambios en los
protocolos, al aumentar la concentración de
espermatozoides (Barceló-Fimbres et al.,
2011), y al aplicar estrategias para reducir el
daño del sexado (Rath et al., 2013). Por otro
lado, Contreras et al. (2015) reportaron ta-
sas de división embrionaria similares entre
semen convencional y sexado; sin embargo,
el uso de semen sexado disminuyó la forma-
ción de blastocisto (15.6% vs. 18.9%, res-
pectivamente).
Tanno (2009) y Mejía (2010) afirman
que el semen sexado de Bos indicus tiene
mayor resistencia para soportar los daños de
la integridad de la membrana plasmática, pero
se desconoce el mecanismo que lo hace más
resistente. No obstante, algunos trabajos re-
portan resultados similares al obtenido en este
estudio sobre la tasa de división embrionaria,
donde hubo una disminución en el desarrollo
de la tasa de blastocisto al usar semen sexado
(Merton et al., 1997; Bermejo-Alvarez et al.,
2008; Palma et al., 2008; Stinshoff et al.,
2012).
Cuadro 1. Comparación de los parámetros de producción de embriones (%) obtenidos del 
análisis de la producción in vitro, comparando semen de Bos Taurus y Bos indicus, 
y entre el tipo de semen utilizado 
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embrionaria 
71.1 70.3 0.2 64.4  76  <0.001 69.6  74.5  <0.001 
(70.8-
71.4) 
(69.0-
71.6) 
(63.8-
65.1) 
(75.5-
76.6) 
(69.4-
70.0) 
(74.1-75) 
Producción 
de embriones 
20.7  22.2 0.01 21.5 28.2  <0.001 20.8  26.5  <0.001 
(20.5-
21.0) 
(21.0-
23.2) 
(21-22.1) (27.7-
28.8) 
(20.6-
21.2) 
(26.0-
27.0) 
Preñeces 
obtenidas 
44.4  49.4 0.1 45.1 46  0.62 44.6  46.0 0.3 
(42.0-
46.1) 
(42.6-
56.4) 
(42.4-
47.9) 
(43.7-
48.4) 
(43.2-
46) 
(43.8-
48.2) 
Intervalo de confidencia al 95% entre paréntesis 
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Carvalho et al. (2010) concluyeron que
el procedimiento de sexado por citometría de
flujo afectó a algunas características estruc-
turales de los espermatozoides bovinos, pero
no redujo su capacidad para producir embrio-
nes in vitro. Además, los embriones mascu-
linos y femeninos producidos por
espermatozoides clasificados tuvieron un de-
sarrollo similar in vitro.
En el presente trabajo no hubo diferen-
cia significativa en ninguna de las compara-
ciones sobre la tasa de preñez, obteniéndose
una tasa de preñez general de 46%, siendo
de 44.4% con semen sexado. Pellegrino et
al. (2016) obtuvo tasas de preñez de 35.4%
con semen sexado, en tanto que Pontes et
al. (2011) obtuvieron 36% de preñez con se-
men sexado. Asimismo, Pontes et al. (2010)
reportan tasas de preñes de 40% para vacas
Gyr, 36% para vacas Holstein, 37% para 1/4
Holstein 3/4 Gyr, y 37% para 1/2 Holstein-
Gyr utilizando semen sexado. Xu et al. (2009)
por otro lado, reportaron tasas de preñez de
40% y sin diferencia significativa entre el uso
de semen sexado o semen convencional para
la producción de embriones in vitro.
CONCLUSIONES
 La producción de embriones y la tasa de
división embrionaria fue mejor con el se-
men convencional en comparación con
el semen sexado.
 No hubo diferencia significativa en la
utilización de semen convencional o se-
men sexado en la tasa de preñez de ani-
males Bos taurus y Bos indicus.
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